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РЕЗЮМЕ 
Актуальность. Для выявления новых маркеров ранней диагностики и прогноза течения плоскоклеточ-
ного рака головы и шеи (ПРГШ) необходимо изучение молекулярных особенностей этого заболевания.
Цель исследования. Сравнительный анализ протеома сыворотки крови больных ПРГШ и здоровых 
волонтеров, выбор и оценка возможности использования выбранных маркеров для ранней диагностики 
ПРГШ.
Материалы и методы. Протеомный анализ сыворотки крови первичных больных ПРГШ с лимфогенны-
ми метастазами, без метастазов и здоровых лиц проводили на масс-спектрометре UltraFlexIII TOF/TOF 
(Bruker, США). Валидация результатов проводилась методом иммуноферментного анализа в сыворотке 
крови 52 первичных больных ПРГШ (T1-4N0-3M0), 10 пациентов с хроническими гиперпластическими 
заболеваниями гортани (ХГЗГ) с дисплазией эпителия II−III степени и 10 здоровых лиц. Статистиче-
скую обработку проводили с помощью программ Statistica 6.0 
Результаты. Протеом сыворотки крови больных ПРГШ с метастазами, без метастазов и здоровых лиц 
различен и содержит белки разных классов. Для валидации полученных результатов выбраны САР1 и 
РРМ1В. Показано, что сывороточный уровень САР1 и РРМ1В различался в группах контроль − ХГЗГ, 
ХГЗГ − рак (р ≤ 0,05). У больных ПРГШ (T1-N0-M0) уровень сывороточного САР1 был выше, чем у 
пациентов с ХГЗГ и здоровых лиц почти в два раза (р ≤ 0,05). Уровень сывороточного РРМ1В у больных 
ХГЗГ и ПРГШ (T1-N0-M0) также был выше контрольного (р ≤ 0,05) и сохранял тенденцию к росту с 
увеличением стадии. Отмечена положительная связь уровня САР1 в сыворотке крови с наличием мета- 
стазов и уровнем РРМ1В.
Заключение. Выявлено несколько кандидатных сывороточных маркеров. Показана зависимость сыво-
роточных уровней САР1 и РРМ1В от размера первичного опухолевого очага, уровня САР1 от наличия 
регионарных метастазов. Определение САР1 в сыворотке крови может быть полезным для ранней диа-
гностики в группе пациентов с ХГЗГ и для прогноза течения ПРГШ. 
Ключевые слова: плоскоклеточный рак головы и шеи, ранняя диагностика, прогноз, хронические 
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ВВЕДЕНИЕ
Рак области головы и шеи относится к чис-
лу социально значимых онкологических заболе-
ваний, составляя около 15–20% среди всех зло-
качественных опухолей, из которых 90% – ýто 
плоскоклеточный рак головы и шеи (ПРГШ). 
ПРГШ характеризуется высокой агрессивностью, 
высоким уровнем запущенности и длительным 
бессимптомным течением. Известно, что клини-
чески опухоль начинает проявлять себя на III–IV 
стадиях заболевания, когда у пациентов метаста-
зы определяются уже в регионарных лимфоуз-
лах и отдаленных органах. Около 40% больных 
с данным заболеванием погибают на первом году 
после постановки диагноза [1]. 
Процессы метастазирования и рецидиви-
рования злокачественных новообразований, в 
том числе и ПРГШ, являются основной при-
чиной смерти пациентов, поýтому поиск про-
гностических маркеров является очень важной 
задачей. Для понимания сложного процесса 
развития злокачественной опухоли требуется 
всестороннее описание изменений на разных 
уровнях молекулярно-биологической системы 
[2–7]. На сегодняшний день проведено большое 
количество исследований и накоплен достаточ-
ный материал для понимания процессов опухо-
левой прогрессии. Однако до сих пор нельзя с 
полной уверенностью определить риск злока-
чественной трансформации и биологическое 
поведение опухоли при ПРГШ. В связи с ýтим 
проблема поиска новых критериев прогноза те-
чения ýтого заболевания требует дальнейшего 
изучения.
Цель работы – сравнительный анализ про- 
теома сыворотки крови больных ПРГШ и здо-
ровых волонтеров, выбор и оценка возможности 
использования выбранных маркеров для ранней 
диагностики ПРГШ. 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования явилась сыво-
ротка крови больных ПРГШ (n = 52), пациентов 
с хроническими гиперпластическими заболевани-
ями гортани с дисплазией ýпителия II–III сте-
пени (ХГÇГ) (n = 10) и  практически здоровых 
лиц (n = 10) (табл. 1). В исследование включены 
больные ПРГШ, поступившие на лечение в отде-
ление опухолей головы и шеи НИИ онкологии, 
ТНИМЦ РАН (г. Томск). Материал для иссле-
дования забирался до проведения специального 
лечения. Средний возраст обследованных лиц со-
ставил (53 ± 5,3) года.
 Т а б л и ц а  1 
T a b l e  1
Исходные данные по количеству пациентов, вошедших  
в исследование 






















П р и м е ч а н и е. Çдесь и в табл. 2–6: ПРГШ – плоско-
клеточный рак головы и шеи, ХГÇГ – хронические гипер-
пластические заболевания гортани с дисплазией ýпителия 
II–III степени.
N o t e. Here and in the tables 2-6: HNSCC – head and neck 
squamous cell carcinoma, CHLED – chronic hyperplastic la-
ryngopathy with epithelial dysplasia DII–DIII.
Протеомный анализ сыворотки крови 20 пер-
вичных больных ПРГШ с гистологически вери-
фицированным диагнозом и 10 здоровых волон-
теров проводили на базе ЦКП МТЦ СО РАН. 
Группа больных ПРГШ с метастазами составила 
10 (Т2-4N1-3M0), без метастазов 10 человек (T1-
2N0-M0). Сыворотку крови получали в соответ-
ствии с утвержденным протоколом, заморажи-
вали в жидком азоте (−195,75 °C) и хранили при 
–80 ºС. Все образцы обрабатывали с помощью 
набора Protease Inhibitor Cocktail (Sigma, США) 
и очищали от изобилующих белков на колонках 
Albumin & IgG Depletion SpinTrap (GE Healthcare, 
США). Концентрацию общего белка во всех об-
разцах измеряли методом Брýдфорда [8] и дово-
дили до 5 мг/мл. Çатем сыворотка крови подвер-
галась денатурирующему гель-ýлектрофорезу по 
методу Laemmli U.K. в пластинах градиентного 
8–16%-го ПААГ в присутствии 0,1% SDS. Обна-
ружение белковых зон в гелях ПААГ осущест-
вляли методом окраски Coomassie Brilliant Blue 
R-250 (40% метанола : 5% уксусной кислоты : 
0,1 % Coomassie R-250). Анализ изображения ге-
лей проводили с помощью специализированно-
го программного обеспечения Analysis Software 
PDQuest 8.0.1. системы гель-документирования 
VersaDoc Imaging System (4000 МР, Bio-Rad). 
Представленные результаты выражали в баллах 
в виде М ± m. Участки ПААГ-геля, содержав-
шие интересующие белки, вырезали и подверга-
ли протеолизу согласно метода J. Rosenfeld [9]. 
Пептидные фрагменты белков концентрировали 
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и обессоливали на микроколонках C18 ZipTips 
(Millipore Corporation, Billerica, MA) и ýлюиро-
вали на мишень приборной пластины насыщен-
ным раствором матрикса (10 мг/мл CHCA или 
THAP в смеси 50% ацетонитрила и 0,1% ТФУ). 
Масс-спектры пептидных фрагментов снимали 
на масс-спектрометре UltraFlexIII TOF/TOF 
(Bruker, США) в диапазоне молекулярной массы 
от 200 Да до 4 кДа с матрицей CHCA/THAP с 
точностью до 0,002%. 
Идентификацию белков проводили, исполь-
зуя базы данных с применением алгоритма 
Mascot в программе Biotools 3.2 (BrukerDaltonics, 
Германия, http://www.bdal.de), базы данных 
NCBInr и SwissProt. Определение наиболее ве-
роятной аминокислотной последовательности 
фрагментированного пептида, не идентифици-
рованного программой Biotools 3.2, проводили с 
помощью программы «Секвенирование de novo». 
Достоверность предлагаемых программой по-
следовательностей проверяли путем сравнения 
ýкспериментально полученных молекулярных 
масс фрагментов с теоретически рассчитанными 
при помощи функции Sequence Editor. 
Валидацию выбранных кандидатных маркеров 
САР1 и РРМ1В проводили в сыворотке крови 
52 больных ПРГШ с гистологически верифици-
рованным диагнозом (T1-4N0-3M0, 46 мужчин; 
6 женщин), 10 пациентов с ХГÇГ (7 мужчин, 3 
женщины) и 10 практически здоровых лиц. Ана-
лиз проводили с помощью наборов ИФА Human 
protein phosphatase 1B, magnesium-dependent, 
beta isoform (PPM1B)  ELISA Kit (MyBioSource) 
и Human Adenylyl cyclase-associated protein 1 
(CAP1) ELISA kit (Cusabio) на микропланшет-
ном ИФА-ридере Anthos Reader 2020 (Biochrom). 
Статистическую обработку результатов прово-
дили с применением пакета программ Statistica 
6.0. Для проверки значимости различий в груп-
пах использовали непараметрические критерии: 
тест Краскела – Уоллиса и тест Манна – Уит-
ни. Результаты представлены в виде медианы с 
интерквартильным размахом Me (Q1; Q3), – ко-
личество человек. Çначимость различий между 
группами определяли с помощью критерия Ман-
на – Уитни (U-test). Для оценки взаимосвязей 
между показателями использовался непараме-
трический коýффициент ранговой корреляции 
Спирмена, который считали статистически зна-
чимым при уровне значимости р < 0,05. 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнение ýлектрофореграмм сыворотки кро-
ви здоровых лиц и больных ПРГШ выявило раз-
личия в интенсивности белковых полос в диапа-
зоне массы 10–120 кДа (табл. 2). Сывороточный 
протеом больных ПРГШ без метастазов и здоро-
вых лиц различался по содержанию белков мас-
сой 10, 25, 50 и 75 кДа. Анализ сывороточного 
протеома больных ПРГШ, имеющих регионарные 
метастазы, обнаружил белки массой 10, 12, 15, 
18, 40, 100 кДа, содержание которых было выше, 
чем в группах здоровых лиц и больных ПРГШ 
без метастазов. Идентификация белков методами 
масс-спектрометрического анализа в выделенных 
бýндах показала содержание: аполипопротеина 
А1 и А2, серотрансферрина, протеинфосфатазы 
1В, аденилил циклаза-ассоциированного проте-
ина 1, комплемента С3, матриксного ýкстрацел-
люлярного фосфогликопротеина, сывороточного 
амилоида А и др.(см. табл. 2).
Т а б л и ц а  2 
T a b l e  2
Протеомный анализ сыворотки крови здоровых лиц, больных ПРГШ без метастазов и с метастазами в регионарный лим-
фатический аппарат, баллы, М ± m  
Proteomic analysis of blood serum in healthy people, patients suffering HNSCC without metastasis and with metastasis to 






Patients without metastasis 
Пациенты с метастазами
Patients with metastasis 
SAA, сывороточный амилоид А
















PPM1B, protein phosphatase 1B
10852,8 ± 1455 12043,8 ± 807 15344,4 ± 473
 C3, комплемент C3
 C3, complement C3














MEPE, матриксный ýкстрацеллюлярный фосфо- 
гликопротеин 
MEPE, matrix extracellular phosphoglycoprotein
5879,6 ± 952 3823,2 ± 153 6034,9 ± 101
TRFE, серотрансферрин
TRFE, serotransferrin 
8800,0 ± 268 7140,2 ± 157 5520,5 ± 167
CAP1+A2M, аденилил циклаза-ассоциированный 
протеин 1, альфа-2 макроглобулин 
CAP1+A2M, adenylyl cyclase-associated protein 1, 
alpha-2-macroglobulin 
3876,8 ± 308 5651,5 ± 272
р = 0,02




П р и м е ч а н и е. Уровень статистической значимости различий с группой контроля (р); с группой  пациентов без метас-
тазов (р
1
); n – количество пациентов.
N o t e. Statistical significance point of differences as compared to controls (p); to patients without metastasis (p
1
); n – number of patients.
О к о н ч а н и е  т а б л.  2 
E n d  o f  t a b l e  2 
Т а б л и ц а  3 
T a b l e  3
Содержание САР1 и РРМ1В в сыворотке крови в различных образцах, взятых у больных ПРГШ  


















82 (56; 114) 52 0,74 (0,5; 1,3) 45
Опухолевая ткань
Tumor tissue
878,6 (682,8; 1185) 36 3,73 (3,4; 4,4) 28
Условно нормальная ткань
Conditionally healthy tissue
408,5 (389; 558) 12 1,5 (1,2; 1,9) 12
П р и м е ч а н и е. Çдесь и в табл. 4–6: САР1 – аденилил циклаза-ассоциированный протеин 1, РРМ1В – протеинфосфатаза 1В.
N o t e. Here and in the tables 4-6: CAP1 – adenylyl cyclase-associated protein 1, PPM1B – protein phosphatase 1B. 
В представленной выборке пациентов не выяв-
лено зависимости содержания исследуемых бел-
ков от пола пациентов: для мужчин САР1 87 (57; 
115) пг/мл и РРМ1В 0,75 (0,55; 1,3) нг/мл; и для 
женщин САР1 76,7 (52,9; 81) пг/мл и РРМ1В 0,7 
(0,59; 1,79) нг/мл.
Для оценки зависимости содержания белков в 
сыворотке крови от возраста пациентов все боль-
ные ПРГШ и ХГÇГ были разбиты на возрастные 
группы: 21–45, 46–55 и 56–70 лет. Достоверно 
различался уровень РРМ1В в сыворотке крови 
более молодых пациентов (21–45 лет) от пациен-
тов старших групп (табл. 4).
Анализ уровня САР1 в сыворотке крови в 
группах практически здоровых, больных ХГÇГ 
и больных ПРГШ с разной стадией заболевания 
показал достоверное различие во всех представ-
ленных группах в зависимости от тяжести па-
тологии (медианный тест Ӽ2= 17,22462,  df = 4, 
p = 0,0006; Kr–W test: H (4, N = 70) = 30,0000).
Т а б л и ц а  4 
T a b l e  4
Содержание САР1 и РРМ1В в сыворотке крови в зависимости от возрастной группы пациентов 
























6 62,6 (47; 78) 18 77,4 (42,8; 115) 28 83,7 (53,7; 100,7)
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Основываясь на литературных данных и мето-
дах статистического анализа, для дальнейших ис-
следований на первом ýтапе были выбраны канди-
датные маркеры – САР1 и РРМ1В. Было показано, 
что уровень САР1 и РРМ1В различался в сыворотке 
крови, опухолевой ткани и морфологически не из-
мененной ткани (табл. 3). Самый высокий уровень 
исследуемых белков отмечен в опухолевой ткани.
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При межгрупповом сравнении выявлено, что 
содержание САР1 в сыворотке крови практиче-
ски здоровых лиц было ниже в 1,6 раза, чем у 
больных ХГÇГ, и в 3,5 раза ниже, чем у боль-
ных ПРГШ со стадией заболевания T1-N0-M0 




















П р и м е ч а н и е: р – уровень статистической значимости различий с группой больных в возрасте 21–45 лет. 
N o t e: p – statistical significance point of differences as compared to patients aged 21–45 years old.
О к о н ч а н и е  т а б л.  4 
E n d  o f  t a b l e  4 
ся в группе больных ПРГШ со стадией заболе-
вания T1-N0-M0 и T4-N0-3M0.  Также отмечены 
достоверные различия в содержании сывороточ-
ного САР1 в группах больных ПРГШ без метас-
тазов и с метастазами в регионарный лимфатиче-
ский аппарат (табл. 6). 
Т а б л и ц а  5 
T a b l e  5
Содержание САР1 и РРМ1В в сыворотке крови в группах здоровых лиц,  





Levels of CAP1 and PPM1B in blood serum of healthy people, patients with HNSCC 









































































П р и м е ч а н и е. Уровень статистической значимости различий с контрольной груп-
пой (р
0
), с группой ХГÇГ (р
1
).
N o t e. Statistical significance point of differences as compared to controls (р
0
), to patients 
with CHLED (р
1
).   
Т а б л и ц а  6 
T a b l e  6
Содержание САР1 и РРМ1В в сыворотке крови в группах больных  ПРГШ  
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10 1,02 (0,397; 1,79) 20 0,74 (0,534; 1,2) 0,06
САР1, пг/мл
CAP1, pg/ml
16 109 (75; 213) 22 69,5 (43; 90) 0,007
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Содержание РРМ1В в сыворотке крови также 
различалось в зависимости от тяжести патологи-
ческого процесса (медианный тест = 10,3, df = 3, 
p = 0,01; Kr–W test: H (3, N= 36) = 0,000; p = 1,0) 
(табл. 5). В сыворотке крови на стадии T1-N0-M0 
выявлено увеличение содержания РРМ1В в два 
раза (р = 0,006) в отличие от контрольной группы 
и в 1,5 раза (р = 0,02) по сравнению с группой 
больных ХГÇГ. 
Уровень гистологической организации опухо-
ли по данным проведенного исследования значи-
мо не отражался на содержании САР1 и РРМ1В в 
сыворотке крови в представленной выборке боль-
ных ПРГШ. Однако при межгрупповом сравне-
нии уровень изучаемых белков в сыворотке кро-
ви пациентов ХГÇГ был достоверно ниже, чем в 
группах больных ПРГШ с разной степенью диф-
ференцировки опухоли. Была установлена пря-
мая и умеренная корреляционная связь между 
содержанием РРМ1В и САР1 в сыворотке крови 
больных ПРГШ (r = 0,7; р ≤ 0,05).
Таким образом, полученные результаты пока-
зали зависимость содержания САР1 и РРМ1В в 
сыворотке крови от стадии заболевания и нали-
чия метастазов у больных ПРГШ представленной 
выборки. Установлено, что сывороточный проте-
ом больных ПРГШ содержит белки различных 
классов, участвующих в разных биологических 
процессах. В сыворотке крови больных ПРГШ 
содержатся как мажорные белки, некоторые из 
них уже используются как маркеры, например 
сывороточный амилоид А (маркер воспаления) и 
аполипопротеин А1 (маркер риска сердечно-со-
судистых заболеваний), так и минорные белки 
(САР1, РРМ1В и др.), которые можно предло-
жить в качестве маркеров ПРГШ.
Показана зависимость содержания САР1 и 
РРМ1В в сыворотке крови от наличия лимфо-
генных метастазов у больных ПРГШ и тяжести 
заболевания. Наблюдаемое постепенное нараста-
ние уровня РРМ1В в сыворотке крови может го-
ворить об увеличении интенсивности процессов 
опухолевой трансформации и прогрессии. Ре-
зультаты работы свидетельствуют о возможности 
использования САР1 и РРМ1В как дополнитель-
ного критерия для ранней диагностики ПРГШ и 
мониторинга групп больных хроническими забо-
леваниями гортани с морфологически подтверж-
денной дисплазией слизистой оболочки. 
Несмотря на участие РРМ1В в регуляции раз-
личных базовых клеточных процессов [10–15], 
работ по изучению роли ýтого белка в онкогене-
зе в литературе крайне мало. Так, на клеточных 
линиях рака мочевого пузыря показана возмож-
ность использования PPM1B в качестве одного 
из потенциальных диагностических маркеров 
при раке мочевого пузыря [13]. РРМ1В участву-
ет в регуляции нескольких мишеней: ингибитора 
NF-κB, IKKβ, AMPK, CDK2, CDK6, JNKK1, р38 и 
TAK1,  некроптозокиназы RIP3 [12, 15].  Модули-
руя активность перечисленных белков-мишеней, 
РРМ1В может участвовать в сложных сигналь-
ных путях опухолевого роста. Увеличение уровня 
РРМ1В при развитии и прогрессии ПРГШ может 
быть связано с активацией NF-kB по альтерна-
тивному пути или быть отражением запуска бо-
лее сложных сигнальных каскадов, участвующих 
в опухолевой трансформации и росте. 
Белок CAP относится к белкам, участвующим в 
реализации клеточной подвижности, играет важ-
ную роль в организации цитоскелета клетки, ши-
роко ýкспрессируется в клетках млекопитающих. 
Его гомологи, САР1 и САР2, явились предметом 
для исследования их роли в различных патологи-
ческих состояниях за последние 10 лет [16–19]. 
В настоящий момент исследований о зависимости 
между ýкспрессией и (или) содержанием CAP1 и 
развитием патологического процесса весьма мало. 
Показано участие САР1 в патогенезе немелкокле-
точного рака легкого, рака поджелудочной же-
лезы, молочной железы, плоскоклеточного рака 
пищевода [19–22]. Исследований о роли САР1 в 
развитии и прогрессии ПРГШ в литературе не 
встречаются. Также в мировой литературе нет 
данных о вкладе РРМ1В и САР1 в развитие ПРГШ.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, выявлено несколько канди-
датных сывороточных маркеров. Показано раз-
личие сывороточных уровней САР1 и РРМ1В в 
зависимости от размера первичного опухолево-
го очага, уровня САР1 от наличия регионарных 
метастазов. Полученные данные об увеличении 
содержания САР1 и РРМ1В в сыворотке крови 
и тканевом материале имеют как теоретическое 
значение для понимания процессов опухолевой 
трансформации и прогрессии, так и в практи-
ческом плане дают возможность в дальнейшем 
разработать новый критерий для ранней диагно-
стики и прогноза течения ПРГШ. Для выяснения 
прогностической значимости уровня САР1 и РР-
М1В необходимы дополнительные исследования 
с увеличением числа больных в группах. 
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ABSTRACT
Relevance. To identify new markers of early diagnosis and prognosis of head and neck squamous cell carcinoma 
(HNSCC) it is necessary to study the molecular features of this disease.
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Оригинальные  статьи
Purpose. The aim of the study was to analyze blood serum protein spectrum in patients with HNSCC and in 
healthy volunteers using the methods of mass spectrometry and to evaluate the selected serum protein markers 
as candidates for early detection of HNSCC.
Materials and Methods: The blood serum of HNSCC patients before therapy with metastases, without 
metastases and healthy volunteers was studied by proteomic methods. Validation of the results of proteomic 
analysis was carried out by ELISA in serum of 52 patients with HNSCC (T1-4N0-3M0), 10 patients with 
chronic hyperplastic laryngitis, dysplasia DII-DIII and 10 healthy volunteers. The statistical analysis was 
carried out using Statistica 6.0. Software package.
Results. Blood serum proteome of HNSCC patients with metastases, without metastases and healthy 
volunteers are different and contain proteins of different classes. Adenylyl cyclase-associated protein 1 (CAP1) 
and protein phosphatase 1B (PPM1B) were selected to validate the obtained results. It was shown that the 
serum level of CAP1 and PPM1B differed in control and dysplasia groups and dysplasia and cancer groups (p 
≤ 0,05). In patients with HNSCC (T1N0M0) the serum CAP1 and PPM1B levels were higher than in patients 
with dysplasia and healthy individuals (p ≤ 0,05). It was noted the positive correlation of the CAP1 level in 
the serum with the presence of metastases and the PPM1B level.
Conclusion. Candidates for serum markers of HNSCC prognosis were identified. The difference in serum 
levels of CAP1 and PPM1B depending on the prevalence of primary tumors and the difference in serum level 
of CAP1 depending on the presence of regional metastases was shown. Determination of CAP1 level in the 
serum can be useful for early diagnosis and prognosis of HNSCC.
Key words: chronic hyperplastic laryngitis and pharyngitis, epithelial dysplasia, squamous cell carcinoma 
of head and neck, adenylyl cyclase-associated protein 1, рrotein phosphatase 1B.
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